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論文内容の要旨
緒 圭A両岡
核酸を化学的に合成する方法は，ジエステル法とトリエステル法に大別される Fig.I. DNAの分野
では，ジエステル法により， 20鎖長程度まで合成され， DNA ligaseで、結合することにより， yeast 
tRNAA la の gene鎖長77個， E. coli tRNAI~: の活性な geneの合成がKhorana らによってなされた:)
又，近年 interのリン酸の解離をおさえたトリエステル法が，その大量取扱いの容易さから次第に主
流となり改良され20~30鎖長のものが，比較的短期間でで、合成されるようになり，2) DNA ligase で
し，いくつかの人ペプチドホルモンの gene が合成され，大腸菌に組み込まれ，ホルモンを生産すると
いう所まで来ている:)
一方， RNAの分野では， 2にOHの存在の為，種々の困難が生じ，ジエステル法で種々のオリゴマー
が合成されたがf) 天然の塩基配列をもっ最長のものは 9 鎖長であった:)近年， 2'位の保護法が改良さ
れ， トリエステル法の導入により，合成が比較的容易とはなって来たが， U-Aのくり返しの14鎖長やf)
ごく最近 Uのホモポリマーの16鎖長 7) の報告はあるが，天然の塩基配列を持つものは10鎖長が最長と
なっている 3)
tRNAは，核酸中最も小さな分子であり， 1965年 Holley らによって yeast tRNA A laの一次構造が決
定されて以来f) 現在まで200種を越え， x線回析がなされているものもあり，タンパクー核酸相互作
用のモデルとしても非常に興味が持たれる物質である。
1972年 Hurwitz らによって， RNA ligase が発見され，10) deoxy系と同様に合成オリコ守マーを酵素
で結合できるようになり，最近池原らは， 2 種の方法で合成した 3 ~10鎖長のオリゴマー (Fig. 2 a 
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~e) を結合することにより， E. coli tRNAfet の
nascent strandの全合成に成功し，11) tRNAの自由
な合成が可能な事を示した。その時，大きな frag­
ment を合成しておけば，数stepの ligase反応で，
生化学的に興味ある tRNAの全合成ができる事とな
Fig.2 
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そこで， tRNAの約%に相当する， リボポリヌク
レオチドの合成を計画し， E. coli tRNAfet の 5' 末
端より数えて， 61 ~77番目のheptadecamer (1) , 
62~77番目のhexadecamer (11) (これはすでに合
成されている AUCGAAApI2) と結合する事により，
eucalyote のループを procalyote の tRNA に導入でき
る)， 35~54番目の eicosamer (皿)をトリエステル
法で合成した。 Fig.3.
Fi g. 3 
本 さふ再開
冷骨-ti".
弟一草 Yeast tRNA Tyr の 5'末 01igor i bonucleotide のジエステル法による合成 4 C) 
ヌクレオチドと芳香族アミンとの phosphoroamidate ((2) , (6) , (8)J はピリジン:酢酸 (1 : 1) 
中， isoamylnitrite (isoAmONO) により室温 4 時間で他の保護基に影響を与える事なく分解できる J3)
そこで，これを用い， yeast tRNATyrの Y 末端 tetramer (CUCUp) とそれに続く trimer (CGGp) 
の合成を，ジ、エステル法で、行った。 Fig.4 に示す様に， (1), (2)4 a) 14) を DCCで縮合し， 縮合後 iso-
AmONOでアニシド基を除去し， TEAE-cellulose column chromatography で氾)を 35%の収率で得た。
これを(2)と縮合し，同様にして(4) を 17%の収率で得た。又， (5) と (6)より同様に(7) を 55%で得た。 (1) と
(8)を縮合した後， AcOH: CH2 C12 (8 : 2) で、脱MTrイヒし，同様に精製し， 5'方向にも鎖を延ばす
ことのできる (9) を 21%で得た。 (7)の(9) を TPSClで block縮合し(10) を 22%の収率で得た。
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弟ー草 E. coli tRNAfet のY末端 heptadeca- ，及び、 hexadecamerのトリエステル法による合成
リボヌクレオチドの 2' 水酸基の保護基として大塚らによってリボオリゴマーの分野に導入された，
o-nitrobenzyl基は，酸，アルカリ， isoAmONO処理に安定で、中性条件下光照射で脱離でき，この保
護基を導入する事により， リボヌクレオチドもデオキシ系と同様にができるようになった。15) そして
Fig.5 に示した様にして合成された monomer units 8)， 12) ， 16) から出発して トリエステル法により 10
鎖長までの合成が行なわれた 3) この方法によりさらに鎖長の拡大を試みた。
ぷBVMT，ob
(1¥) (¥2.) 
B-bzA( o..., 
zc(b) 0・N
IbG(C' NB- ooCH,.t"} 
u<d ")
川川引い川町ゆ
hm)
BO
べ一
18DfohU804
・胃
d
州
l
・P〈N-P1NF01
8hhBH108
ドh
〈
????
?
川町→
w
→-
Jmα
→
σ
→ 
附
mO
一
q市一:
?州レコ
O
一閃
αα-u 
Fig.5 
i) Heptadecamerの合成
Fig.6 に示すように， (13a) , (13b) , (14a) に1. 2~ 1. 3当量の(15b) , (15c) , (15a) を MST I7 ) で縮
合し，シリカゲルカラムで精製し， 80%酢酸で、脱MTr を行ない(16) ， (1却を得， (15a) , (15c) と縮合し
trimer block (1 わ，(閣を得た。位聞は isoAmONO処理をして dimer block(21) とした。 Trimer(l7)に MSNp8)
を縮合剤として仰)， (23)，仰を順次縮合した。鎖長が長くなると通常のシリカゲルでは product と原料が
分離しなくなって来る。よって，脱MTrする前に， octamer (24)の時はシラナイズドシリカゲルによる逆
相シリカゲルカラムも併用し， undecamer(6)の日寺は， Ac 2 0 により，原料(24)の 5'位のアセチル化を行
った。最後に， (26) と仰を縮合し， fully-protected heptadecamer (28) とした。
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i i) Hexadecamerの合成
従来， リボオリゴ系においては，脱Mfr に 80%酢酸が主として用いられて来た。ジエステル法では，
室温 2 時間で反応は完了したが， トリエステル法の場合は， O. 5~ 1. 5日程度を要する。又， DMTrの
脱離に用いられているベンゼンスルフォン酸 t 9) は，鎖長が長くなるにつれて反応速度が減少する。
そこでWalker らがmonomerの脱 Tr に使用した HCOOH: CHC13 (1 : 1) の条件で行ったア)この
条件で行うと，いずれの鎖長でもアシル基に影響する事なく，室温30分で完全に脱MTrが行えた。
Fig.7 に示すように， (14b) と( 15c) を MSNT 2t --a)で縮合 l ， HCOOH: CHC1 3 でト脱MTr化を行い，
シリカゲルカラムで精製する。これをくり返し pentanmer(30) を(14b) より 51%の収率で得た。全 2.5 日
で単離し，平均収率は lstep 80%であった。側のアニリド基を除去し i) で得た undecamer(26)と縮合
し hexadecamer(32)とした。鎖長が長くなると，このように保護したリボオリゴマーでは，シリカゲル
に対する吸着速度が低下する為か， (32)は CHC13 だけで溶出され，混入している octamer をほとんど除
くことができた。
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第三章 Hexadeca- ， heptadecamerの脱保護及び、精製
第二章で得た heptadecamer(28) を isoAmONO で、 3〆末端のリン酸を free とし Fig.8 の route (A) に
従って， 1) でアシル基を， 2) で、MTr基を， 3) で、O寸litrobenzyl基をそれぞれ脱保護し，種々精
製を試みたが，満足する結果は得られなかった。鎖長が長くなると， リボ系においてはデオキシ系と
違い急激に，脱保護効率が低下するようである。そこで， MTr (AACCAJ P (0-) 2 を用いて，アル
カリ処理，光照射について， HPLC (Permaphase AAX) を用いて検討した。数種の条件を検討し
た結果， route (B) のように，最近 Reese らが interのリン酸基の保護基である o-chlorophenyl基の
脱離に用いた pyridinealdoxime 21 ) を用いると，デオキシ系と違う数段の改善が見られた。そこで，
(B) route で0.5Mメ 1MPAO-TMG (ジオキサン:水= 1 : 1) を用いて，脱保護し， DEAE-Seｭ
phadex A-25でカラムクロマトグラフを行った後， HPLC (Hypersil ODS) で分取を試みた所，こ
れにより，長鎖のリボオリゴマーが単離精製できる事がわかった。 Partially-protected hexade-
camer(32) を 0.5MPAO-TMG を用い， route (B) で脱保護し， Sephadex G-50でゲルj戸過し， DEAE
-Sephadex A-25でカラムクロマトグラフを行った。それぞれの fraction は， HPLC (Hypersil 
ODS) 分析で product を追跡し， mainの fractionのみを精製した。最後に， HPLC (Hypersil ODS) 
で分取し， ca 1%の収率で無保護の hexadecamer を得た。塩基組成分析， 20%acrylamide GEP , 
2 次元シークエンシングを行い満足する結果を得た。 Heptadecamer(34)も同操作で脱保護精製し， 20 
%acrylamide GEP , 2 次元シークエンシングを行い満足する結果を得た。
第四章 E. coli tRNA，J et のグ末端より 35-54番目に相当する eicosamerの合成
リボヌクレオチドでも長鎖のフラグメンド同士十分縮合が行え， HPLC (Hypersil ODS)で単離
できるので，さらに長鎖の eicosamerの合成を行った。合成のすべての段階で，通常のシリカゲルカ
ラムと逆相のシリカゲルカラム(シラナイズド・シリカゲル)を必要に応じて両方又は一方を使用した。
Fig.9 に示すような lock に分けて合成し， dimerblock は， 3~ 5' 無保護の(12) と ;2) (15) を MSNI で縮合
し側を得， リン酸化して酬を得た。 Trimer block は(14)に (15) を 2 回縮合し (42)を得た。これらを縮合し，
Y側から 3 番目までの pentamer block (46)(4 7)(48) を得た。 3'側の pentamer は stepwise で、合成した。 3'
を o-nitrobeuzylで、 γ を benzoylで保護した(38)22) (Fig. 10) に， (15c) , (15 b) , (15d) , (15c) を MSNI
??n 『
u
??
で順次縮合し(仰を得た。この時，脱MTr後のギ酸は，抽出のみで除き直ちに次の縮合に用いた。この
ようにして得た pentamer block は， isoAmONO処理をした (50) ， (52) と，酸処理した (51);仰とを MSNT
で縮合し，脱アニリデートして側を，酸処理して闘を得，両者を MSNTで縮合し， eicosamer(56) を
得た。これを第三章と同じ操作で脱保護し， DEAE-Sephadex A-25でカラムクロマトグラフを行い，
HPLC (Hypersil ODS) で精製し， 2.8%の単離収率で無保護の eicosamer(5引を得，同定した。
以上のようにして合成し脱保護し単離した hexadeca- eicosamerはすでに合成されている AUCG­
AAAp と共に RNA ligaseの基質として使用された。そして， eucalyoteのループを持つ procalyote
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の tRNA'j et の半分子は， 2 stepの ligase反応で、つくられた。
結 ヨム再開
1 .ジエステル法により Yeast tRNA T_yr の 5' 末端 tetramer CUCUp と trimer CGGp を合成した。
2 . トリエステル法により E. coli tRNAfet の 5' 末端より数えて61-77番目の heptadecamer
sequence , 35-54番目のeicosamer sequence を化学的に合成し脱保護し単離した口これらは現在
の所，化学合成リボオリゴマーとしては最長である。
3. 同様に， 62-77番目の hexadecamer sequence を合成した。このものは，上記 eicosamer と共に
RNA ligase の基質として使用され， tRNA半分子の合成が大幅に短縮された。
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論文の審査結果の要旨
藤山君は早くから酵母チロシン tRNA 5'-末端の合成をヂエステル法により試み，燐酸アニシデー
トを用いてCUCUp と CGGpの合成に成功した。その后，大腸菌ホルミルメチオニン tRNAの合成に
転じ， 2'ーオルトニトロベンジル及びアニリドホスホロ基を用いて新規トリエステル法を考究し， 3'ｭ
末端15及び-16残基に相当するデオキシオリゴヌクレオチドの合成を行った。特にデカヌクレオチド
とペンタ及びヘキサヌクレオチドを縮合したのは初めてのことである。これらの脱保護法にも種々の
工夫をし，又，精製法に各種のクロマトグラフィー，特にHPLCを活用して純粋なものを得た。次に
同tRNAの 35~54残基に相当する 20鎖長のオリゴマーの合成を試み， 2 + 3 , 5 + 5 , 10+ 10の長鎖
オリゴマーの縮合に成功し，現在では最長のリボオリゴマーの合成に成功したO これらの成果は博士
号の請求に充分なものと認める。
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